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SUMMARY AND C~ONCEUSI~~NX 
Chapter I gives a review on heparins as well as an overview of 
present insights in the mechanism of blood magulrution. 
In Chpter  2 we investigate how the anticoagulant activjq is 
partitioned among different molecular weight fractioens of a low molecular 
weight heparin (enoxaparin). We show that the percentage of material with 
high affinity (HAM) to antithrombin 111 (AT 111) of heparin fractions 
ir~creases with increasing molecular weight. Much s f  the variation of tlze 
anticoagulant activity with molecular weight thal has been reported for 
heparins can be shown to be essentially due to variations of HAM content. 
We define within the HAM fraction two essentially different types of 
material: material above the critical chail;zlength of 18 saccharides -ACLM- 
(MWr 5,400), that has both antithrombin and anti-factor Xa activity, and 
material below that chainlength (BCLM), that has only anti-factor Xa 
activity. We demonstrate that the specific catalytic activity for the 
inactivation of thrombin does not vary significantly between the fractions 
when expressed in terms of ACLM. Also tlve potency to inhibit 
prothrombin conversion does not vary significantly between the fractions 
when expressed in terms of HAM. h-vitro, ACLM is a much more active 
material than BCLM is. The main active species of enoxaparin must be 
thought to have a chainlength between 20 and 30 saccharide units. 
In Chapter 3 we observed that in a system containing isolatcd tissue 
factor-F. VlCIa complex (TFNIIa), AT 111, heparin and factor X, the 
generation of factor Xa is not impaired. We conclwdle that AT 111-heparin 
does not inhibit factor VIIa. In this system, thc inhibition of factor Xa 
generation is only due to tlve increase of the AT 1x1 dependent pscudo-first 
order decay constant of factor Xa. In plasma, when a simple factor X 
activator, as the activating enyme from Russells Viper venom (RVV-X) is 
used, factor Xa generation is inhibited also exclusivelly by the AT 1II 
dependent inactivation of factor Xa. A mathematical model was used to 
analyze kinetic parameters of the formation of factor Xa, and also of its 
velocity of inhibition. The curves of factor Xa generation obtained after the 
addition of 'I"F/VII(a) to plasma were fitted to the model. The results 
indicated that some of the heparins studied impaired the generation of 
factor Xa in TFF/VIIa activated plasma: Unfractionated heparin (UFH) and 
enoxaparin decrease the half-life of TF[VIJ[a). We demonstrated that this 
effect of UFH and enoxaparjn on the half-life time of TIVZPa his effect is 
due to a potentiation of the anti [TF/VIIa] activity of the Tissue Factor 
Pathway llnl~ibitor (TFPI), In mntrast, the effect of the synthefc AT 111 
binding pentasawharide (PSI) on factor Xa generation is limited to factor 
Xa scavenging. In agreement with the results of chapter two, the potency of 
the hepatins to inhibit factor Xa generation does nok vary significantly 
batwrcem the Ract io~~s when expressed in terms of ACLM. We also 
demonstrate that the feedback activation of factor VII by factor Xa is not 
inhibited. Because thn: pentaaccharide inhibits factor Xa generation 
exclusively by its anti-factor Xa activity, and possess no activity on the 
activator of factor X, we concluded that the major effect of heparins an  
factor Xa generation initiated by TF must therefore be attributed to the 
inactivation of factor Xa. 
In Chapter 4 we propose a way to determine the levels of active 
heparin species on the basis of their effect an the decay of thrombin and 
factor Xa. We define the Standard-Independent Unit of heparin as that 
amount that increases the decay constant of thrombin or factor Xa by one 
inverse minute. Fieparin acclivity can be expressed in thrombin based SIUs 
or in factor Xa based SIUs. In the first case the SIU dlivided by the specific 
activity of the ACLM fraction will give the level of circulating ACLM. In 
the second case the activity level in anti-factor Xa units divided by the 
specific anti-factor Xa activity of the HAM fraction will give the level of 
HAM. The level of BCLM can be sirnplly obtained by substraction. The 
feasibility of this approach is demonstrated in a preliminary skudy carried 
out with three types of heparin, each administered once to one healthy 
volunteer. 
In Chapter 5 we have applied the procedure proposed in the previous 
chapter to one dose of unfractionated heparin and two different doses of a 
LMW-E administered subcutaneously to 12 volunteers. The material 
injected was a) classical urnfractionated heparin 5000 U; b) enoxaparin 40 
mg, and c) enoxaparin 1 rng per kg body weight. 
E~roxapaurin catalyzed rmore efficiently than UFH the ex vivo pseudo 
first order decay constant of factor Xa and thrombin. 
The 13AM fraction of WFH disappears from circulation with a half 
life tinme of 3.04 0.41 h; that of L M W  with 5.61 & 0.36 h. The BCLM 
fraction did trot appear in UFH; in LMWH its half life time was practically 
identical to that OF total HAM. The ACLM of the two heparins was cleared 
from circulation with an apparent half-life of 2.24 cl Oa.18 h. It was not 
dependent or1 the heparin preparation or dose. 
'Unfractionated heparin was less effective than enoxaparin with 
respect to the inhibition of thrombin, prothrio~nbinase and factor Xa 
generation. 
The inhibition of factor Xa generation, and the increase of the AT 
111 dependent decay constant of factor Xa mediated by ZTFH persisted as 
long as the inhibifiot~ of thrombin. It must be attributed to the ACL 
heparin fraction. T l ~ e  effect of enoxaparin on factor Xa generation and 
factor Xa decay increased with increming, doses, and persisted somewhat 
longer in circulation than the effect on both thrombin generation and 
thrombin decay constant. The longer persistence of this activity compared 
to UFM was due to the circulating levels of BCLM, that was eliminated 
slower than ACLM. 
There is a perfect linear carrelation between inhibition of factor Xa 
generation and of thrombin generation, However, there is riot a linear 
relationship between prothro~nbinase and factor Xa generation because the 
relation between inhibition of the factor Xa generation and the inhibition 
of prothrombin conversion is hyperbolical, as should be expected from 
experiments carried out in vitro. 
We conclude that both ACL and BCL material of enoxaparin 
cooperate in the overall inhibition of factor ZIa and factor Xa generation. 
In C/mpteu 6, we demonstrate that a viva, unfractisnated l~eparin and 
enoxaparin are able to delay the onset of thrombin generation in platelet 
rich plasma. In addlition, enoxaparin inhibits, dose dependently, the axaount 
of thrombin generated whereas WFH does not. 
In serum obtained after clotting iueparin-coiutai~ming platelet rich 
plasma with thromboplastin, no increase of antithrolnbin activity can be 
found with either heparin or enoxaparin. The anti-factor Xa activity of 
WFH was also completely neutralized. In contrast, the antifactor Xa activity 
of enoxaparin was only partly neutralized. 'This indicates that platelet factor 
4 (PF41, the main heparin neutralizing protein released by activated 
platelets, connpletely neutralizes ACLM but not BCLM. We conclude that 
the increase of the lag phase is mainly due to ACLM, while the inhibition 
of thrombin generation in platelet rich plasma ]nust be attributed to 
BCLM, i.e.to an  anti-factor Xa effect. 
El Capff1sIo I consta da una revisidn bibliogálfica sobre heparinas. Se 
comentan ademh las prinnpales coraceptos actuales sobre el mecanismo de 
la magwlaci6n. 
En el Caplfub 2 inivestigamos cómo se distribuye la actividad 
anticoagulante a lo largo de una serie de Fracciones de una heparina de 
bajo peso moEecuBar (HBPM, enoxaparina). Se observa que el ocrntenido en 
material can alta afinidad (HAM) a la antitrornbina III (AT 111) de las 
fracciones de heparina aumenta con el PM. Gran parte de las variaciones 
en la aclividad específica de fracciones de heparina descritas en la 
literatura se deben fundamentalmente a variaciones de su contenido en 
H M .  Dentro del HAM se distinguen basicamente dos dases: material 
superior a la longitud de cadena crítica de 18 rnonosacáridos (6 5.400 Di] 
(ACLM) y material inferior a la longitud de cadena critica de 18 
monosacáridos (BCLM). ACLM posee tanto actividad antitrornbina como 
anti-factor Xa. BCLM posee excllusivamente actividad anti-factor Xa. 
De~nostramos que las variaciones de la actividad específica de inactivación 
de trombinra tienden a ser despreciables cuando dichas actividades 
específcas se expresan en tdñminos de ACLM. La capacidad de las 
fracciones para inhibir la conversiion de la protrombina varía minimamente 
cuando se expresa en tdrminos de H M .  Se observa que in vitir, el ACLM 
es mucho más activo que el BCLM. 
En el Capitulo 3, demostramos que en un sistema purificado 
c~listituldo por factor tis~~lar/facfar Vll(a) (FTWlla)r AT 111, heparina y 
factor X, la generaciion de factor Xa no es afectada por [AT III-heparinai]. 
Esto significa que la serlno-proteasa factor VlEa no es inhibida par el 
complejo [AT 111-hepañina]. La inhibición de la generacián de factor Xa en 
tal sistema les debida exclusivamente al aumento de la constante de psezldo 
primer orden de decaimiento (AT IIJ-dependiente) del factor Xa. En 
plasma humano, cuando se emplea un activador simple del factor Xa tal 
corno es el veneno de Vhora Russel (VVR) también se observa que la 
iiihibicibn de la generación del factor Xa se debe exclusivamente a la 
iriactivaci611 AT 111 dependiente del factor Xa. Utilizando simulaciones 
malern8ticas Ihernos aniallzado parcíimetros cinéticos de Pa for~nacián de 
factor: Xa y de su velocidad de inactivaciómi a partir de las curvas 
experimentuliles de geiieñacioin de factor Xa. El modelo matbrnatico 
mencionado fue ubllizadoi para estudiar la generación de factor Xa en 
plasma activado por ETNIIa, El. anhlisis de las curvas de generación de 
factor Xa demostrá que, a diferencia de la observado en sistema puriGcado 
o utilizando plasma activado par VVR, la hepaiinai no fraccioi~ada (HNF) y 
la enoxaparina disminuyen el tiempo de vida media del complejo FT/YHJ.a. 
Se uobserw6 que esta propiedad de las heparinas estcí ntediada por el 
inhibidor de la vía del factor tisular (IVFT). Por el contrario, esta 
fenómeno no se manifestó cuando se estudió el efecto del pentasacgrida 
sintético. Se constató que la actividad inhibitoria de tal peritasac8rido se 
limita a la inhibicibn del factor Xa. 
Acorde con los resultados del capítulo 2, se obsemd que la potencia 
de las heparinas para inhibir la generación del factor Xa no varia 
significativamente cuando su actividad se expresa en tkrnninos de ACLM. 
Demostramos la alta eficiencia de la reacción de retroactiwacidn positiva 
del factor Xa sobre la activación del factor VTIa. Esta reacción de 
retroalimentación no es i~ihibida por AT III(&eparina). Dada que el 
pentasacárido inhibe eficazmente la generación de fador Xa por medio de 
la inhibición directa del factor Xa, y no afecta su activador, concluísnos que 
durante Pa generación de factor Xa mediada por TEIIVIIa, el efecto m b  
importante de las heparinas es la iniactivación del factor Xa. 
En el capítulo 4 hemos propuesto un moda de determinación de los 
niveles circulantes de heparina activa, basado en la constante de 
decairnienta de la trombina y del factor Xa. Definiitmos la Unidad 
Independiente de Standard (SIU) como aquella cantidad de heparina que 
aumenta la constante de pseudo primer orden de decaimiento de la 
trombina o del factor Xa en un niin". Las actividades de heparina pueden 
entonces ser expresadas en SIZP basadas en Ila irihibici0n de la troinbisiai o 
en SIU basadas en la inhibicidn del factor Xa. En el primer caso, SIU 
dividido por la actividad especitlca de la fraoción de ACLM permitirá la 
obtención de los niveles citculantes de ACLM. En el segundo caso, el nivel 
de unidades anti-factor Xa dividido por la actividad especifica anti-Xa dará 
la concentración de HAM. La viabilidad de tal marcha analltica fue 
demostrada par medio de un estudio preliinintar ett e& que se 
administraron tres heparinas a tres voluntarios sanos respectivaineríte. 
En el capitulo 5 se aplic6 el procedimiento previarnei~te descrito al 
estudio de la farmaicodins2rnica de una dosis de bepariiia no fraccionada 
(5.000 U), y dos dosis de la EEBPM enoxapairina (410 ntg, y 1 mdkg de peso 
corporal) inyectadas por véa subcutánea a 12 voluntarios. E& estudio fue 
doble ciego, y los doce voluntarios recibieron ambas heparhas con un 
intewallo de siete días entre cada una de ellas. Se obserwd que c?x vivo, 
enoxaparina cataliza más eficazni~ente que HNF a la constante de 
decaimiento de a~nbos, trombina y factor Xa. La fral~cibn de HAM de la 
heparina no fraccionada desaparece de la circulación, con un  tiempo de 
vida media de 3,M + 0,41 hs. El HAM de la eiioxaparina lo hace con un 
tiempo de vida media de 5,161 +- 0,36 hs. E31 BCLM de la HNF no apareci6 
en circulación. En el caso de enoxaparina, el tiempo de vida media del 
BCLM fue cercano al del HPIM total. El ACLM de ambas heparinas fue 
eliminada de lia cixculacitin con un tiempo de vida media aparente de 2,24 
t; 0&18 hs, El tiempo de vida media de eliminacióil fue independiente del 
tipo de heparína y de la dosis, Se observoi que ex vivo la H W  es menos 
eficaz que la eaaoxaparlna respecto de la inhibición de la generaci6n de 
trombina, paatrombinasa y factor Xa. La inhibicibn de la geneñaeibn del 
fact~úr Xa, y el aumento de la mnctante de decaimiento del factor Xa 
mediado por HNF persistib tanto wmio la inhibición de la trombina. Se 
atribuye esfe efecto a la fracclbn ACLM. El efecto de en~xaparlna sobre la 
generación del factor Xa y sobre el decaimiento del factor Xa aumenth al 
aumentar la dosis, y persistid algo m%s que el efecto sobre la generación de 
trombina y el decamiento de trombina. L41 mayor dniaacián del efecto de 
erroxaparína respecto de HMF es debida a la presencia de estructuras de 
tipo BCLM (ausentes en WNF) que se eliminan más lentamente que las de 
tipo ACLM. Existe una perfecta correlación lineal entre la inhibición de la 
generacidn del factor Xa y de la generación de trombina. No obstante ella, 
no existe relación lineal entre la inhibiciión de la generación de factor Xa y 
de pr~trombinasa, sino hiperbólica, tal como se obsewa in vitra. 
ConcPufmos que ambos, ACLM y BCLM de enoxaparina tienen 
efecto cooperativo en la inhibicidn ex vdwo de la generación de trombina y 
de factor Xa. 
En el Capitulo 6 demostramos que la H W  y la enoxapcrrina son 
capaces de prolongar ex vivo la fase de latencia que precede a la 
generación de trombina en plasma rico en plaquetas (PRP). Se obsew6 que 
la enoxaparina tiene un efecto adicional, ya que Pnihibe la generacidra de 
trombiilia de un modo dosis-dependiente, mientras que HNI: no. Eii suero 
obtenido hago de la adicidn de tromboplastina y iones La"" al PRP, no se 
observa inhibición alguna de la actividad anti-trombina, ya sea luego de la 
inyección de HNF o de enoxaparina. Se observó tambiién que la actividad 
anti-factor Xa de la HNF es neutralizada completamente, Por el contrario, 
el decaimiento de la actividad del factor Xa inducido luego de la inyecci6n 
de ei~oxaparina se tnostrb solo parcialinente neutralizado. Esto demuestra 
que el ACLM es conipletainieaite tieutralizado por el factor plaquetariol 4 
(PF4), prii~cipal proteína neutralizante de heparina liberada por las 
plaquetas activadas, mientras que el BCLM no lo es. Concluimos que la 
prolomgaciión de la fase de latencla es debida al ACLM, o sea a las 
estructuras con actividad antitrombiria y anti-factor Xa, mientras que la 
inihibicidn del pico de generación de trombina e11 plasma rico en plaquetas 
es debida al BCLM, o sea a las estructuras de heparinia que poseen 
exc~usjYanwnte actividad anti-factor Xa. 
Hoofdstuk I behandelt de eigenschappen van heparines en geeft een 
overzicht van onze huidige kennis omtrent het mecharrisme van de 
bloedstolling. 
Hoofdstuk 2 beschrijft ons onderzoek naar de verdeling van de 
antistollende activiteiten van een laag inoleculair gewicht heparine 
(enoxaparine) over de fracties met verschillend iinolecuulgewieht waaruit 
het enoxaparine is samengesteld. We toonden aan dat het percentage 
materiaal met hoge affiniteit voor antitlirombin 111 ( H M )  toeneeint met 
het gemiddelde molecuulgewicht van zo51 fractie. De antistollende activiteit 
van de verschillende heparines wordt danook bepaald door het 
HAM-gehalte van het heparine preparaat. Binnen de zogenoemde HAM 
Fractie konden twee subfracties geidentificeercd worden met verschillende 
antistollelide eigenschappen: materiaal met zowel anti-thrombine als 
anti-factor Xa activiteit en rnateriaal met enkel anti-factor Xa activiteit, We 
konden bevestigen dat heparine-ketetiis met hoge affiniteit voor AT 111 en 
een molecuulgewicht hoger dan 54M (ACLM) de inactivering van factor 
Xa en die van thnoinbine stimuleren, terwijl heparine ketens met een 
molecuulgewicht lager dan 5400 (BCLM) enkel een anti-factor Xa activiteit 
hebben. We lieten zien dat, mits berekend op basis van ACLM-gehalte, alle 
heparinecfracties) gelijke speciheke anti-thrombine activiteiten hebben. Ten 
aanzien van het remmende effect van een heparine op de activering van 
prothrombine kan vastgesteld worden dat de ACLM fractie een veel 
gratere bijdrage levert dan de BCLM fractie. 
Hoofdsiuk 3 behandelt de effecten van heparine op de factor X 
activering door een complex van thramboplaistine en faclor VIla. In een 
buffer systeem met gezuiverde factoren werd geen effect gezien van 
antithrombine I11 en heparine op de factor X activering. De serine-protease 
factor VIIa wordt dus niet geinactiweerd door antithrombin 111. Het 
gevormde factor Xa daarentegen wordt onder iizvloed wan heparine 
versneld geïnactiveerd door ATIII. Met een relatief eenvoudig wiskundig 
model was het mogelijk de factor Xa generatiecutven te beschrijven. Via 
computersirnulaties konden we zo de kinetische paraiineters van de factor 
Xa vorming en de snelheidsconstanten van de iii~activering van factor Xa 
simultaan uit de factor Xa generatiecurven berekend worden. Wet inadel 
werd vervolgens uitgebreid voor de situatie in. plasma waar de 
thromboplastine-factor VIIa activiteit progresief geremd wordt door de 
plasma remmer Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI). Analyse vain 
plasma factor Xa generatiecuwen in aanwezigheid van heparine toonde aan 
dat niet-gefractioneerd heparine (UFH) en een laag moleculairgewicht 
heparine, enaxaparine, de halhaarde-lijd van de factor X adiverende 
activiteit v m  het tB3ramboplastine-factar YIIa mmplex dosis-afiankelijk 
verkortte. Het synthetische pentmaaharide heparine bad geen effect. In 
plasma geaaiveerd met de factor X activator uit het gif van de Vipera 
Russielli, noch in aanwezigheid van antilichamen gericht tegen TFPI werd 
een dergelijke verkorting van de hdhaarde-tijd gevonden. De versnelling 
van de inactivering van het in plasma gevormde factlor Xa door UFki en 
enoxaparine: is echter van veel meer betekenis voor de regulatie van factor 
Xa generatie dan hun effect op de inactivering vain het 
throtnbopl~tíne-factor VIIa complex. 
In Hoofdstuk 4 stellen we voor het gehalte aan actief heparine 
materiaal in plasma vast te stellen op basis van hun effect op de 
inactivering van thrombine en factor Xa. Hiertoe definieerden we de 
'Standaard-Onafiankelijke Zli~it" (SIU): die gewichtshoeveelheiid heparine 
die de psewdo eerste orde i~nelheidsconstante van inactivering van factor Xa 
of thrornbîne in plasma met 1 reciproke minuut doet toenemen. Heparine 
activiteit kan dus uitgedrukt worden in thrombine SIU's of in factor Xa 
SIUk. Door de thrornbine SIU van een monster te delen, door de 
specifieke activiteit van bet ACLM kan de hoeveelheid ACLM in het 
monster gevonden warden. Op een zelfde manier kan uit de factor Xa SIW 
de hoeveelheid HAM in een monster berekend worden. De hoeveelheid 
BCLM kan dan berekend worden uit het verschil tussen HAM en ACLM. 
De toepasbaarheid van deze methode werd onderzocht in een kleine studie 
waarin een vrijwilleger drie verschillende heparine preparaten subcutaan 
kreeg toegediend. 
In Hoofdstuk 5 beschrijven we de toepassing van de hierboven 
aangegeven methode in een studie met 12 vrijwilligers die allen afwisselend 
een eenmalige dosis UFPI van 50001 units, 40 mg encnlaparine en 31 mg 
ensxaparine per kg lichaarnsgewichl subcutaan kregen toegediend. lni het 
laatste geval werden de hoogste ex vivo thrombine factor Xa SIU 
nctiviteiteai geinieten. De HAM fractie van het UFH verdween uit de 
circulatie met een halhaarde-tijd van 3.09. 2 0.41 uur en die van 
ie~~axaparine met een t% van 5.61 ir 0.36 uur. De BCLM fractie van UFH 
werd niet aangetoond. De t% van het RCLM in enoxaparine was gelijk aan 
die van het H M .  De ACLM fracties vain WFH en encrxaparin werden 
geklaard met een scliijnbare halfkaarde-tijd van 2-24 0.18 uur. 
De op de verschillende tijdeai na toediening van heparine verkregen ex w.ivo 
monster werden ook onderzocht op de vorming van factor Xa, 
prothroinbiriase en thrombine. UEH bleek ininder effectief in de remming 
van thrornbine-, factor Xa- en prothrombinase-vorming dan het 
enoxaparine. 
De effecten van subcutaan toegediend UFH op de ex vivo factor Xa 
generatie, factor Xa- en dhrornbine inactivering hielden allen evei~lmg aaai 
en zijn toe te kennen aan de ACLM fractie van UFH. De effecten van 
subcutaan toegediend enoxaparine op factor Xa generatie en inactivering 
namen toe met toe~~emende dosis en hielden langer aan dan het effect op 
thrombine vorming en inactivering. ln  vergelijking met UFH hield het 
effect a p  factor Xa vorming en inactivering langer aan. We nemen aan dat 
dit verschil tussen UFH en enoxaparine voortkomt uit de aanwe-'gheid van 
BCLM in laatst genoemde. 
Ex vivo thrombine- en factor Xa generatie werden o~ader alle 
omstandigheden in gelijke mate geremd door het cfrculeret~de heparine. 
Echter, remming van de prothrrornbinase-vorming bleef ver achter bij die 
van de factor Xa vorming. 
We concluderen dat het ACL en BCL materiaal van erroxapasiiue 
samenwerken in de remming van thrombine en factar Xa voriniilg. 
In Ho~fdsr~ tk  6 laden we zien dat UFH eir erioxaparin in staat zijn de 
ex vivo thrambinevorrning in plaatjesrijk plasina te vertragen; daarnaast is 
enkel het enoxaparine in staat ook de tl-isombine-productie te beperken. 
Na U W  toediening bevatte het serurn verkregen uit gestold 
gehepariniseead plaatjesrijk plasma noch anti-thromblne noch anti-facilon 
Xa activiteit. Ook kon er geen anti-thrombine activiteit aangetoond worden 
in enoxaparine-bevattend serum, terwijl de anti-factor Xa activiteit 
gedeeltelijk teruggevonden werd. Deze resultaten geven aan dal plaatjes 
factor 4 (PM), het belangrijkste Eiepatine-neutraliserende eiwit dat vrijkomt 
tijdens de activering van bloedplaatjes, het ACLM maar niet het BCLM 
neutraliseert. Het effect van een heparine op het vertragen van het tijdstip 
van thrornbinevorming in plaatjesrijk plasma is dus duidelijk het gevolg van 
de aanwezigheid van ACLM, terwijl het effect op de iuiteindePi~ke 
thrornbine-productie veroorzaakt wordt door het aanwezige BCLM en dus 
het gevolg is van het mei BCLM geassocieerdc. anti-factor Xa adivileit. 
